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研究成果の概要（和文）： 
 本研究はアルツハイマー病、脳梗塞再灌流や脳出血等の脳疾患に対し、ナノ治療による効果
的治療を行うため、様々な投与法とその送達効果に関して検討した。ナノ粒子は両親媒性の分
子量 1 万程度の高分子の自己組織化により作成し、疎水性セグメント側鎖にニトロキシドラジ
カルを導入した（ラジカルナノ粒子、RNP）。pH=7 以下で崩壊するナノ粒子と pH の変化にか
かわらず崩壊しないナノ粒子を調製し(それぞれ RNPNおよび RNPO)静脈投与、経口投与、経鼻
投与に関して検討した。RNPOは静脈投与で 1%程度脳内に送達された。集束超音波ビームを利
用することにより送達率が一桁上がることが確認された。経口投与では血中に全く取り込まれ
ることがないことが確認された。RNPNは静脈投与では RNPOと同様の傾向であった。一方経口
投与では 5〜7％血中に取り込まれ、その一部は脳に送達されることが確認された。これらの結
果を基にアルツハイマー病モデルマウスに RNPN を経口投与したところ、4 週間でほぼ完全に
病態が回復する結果が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The objective of this work was to investigate if our nanoparticles are delivered to brain in order to use 
them for cerebral disease such as Alzheimer’s disease, stroke, cerebral hemorrhage and brain tumors.  
Two types of nanoparticles were prepared by self-assembling of amphiphilic block copolymers.   One 
of them disintegrate under acidic environment and the other is no-disintegration regardless of pH change.  
Stable nitroxide radicals were installed in the core of nanoparticles (abbreviation: RNPN for pH-sensitive 
and RNPO for pH-insensitive nanoparticles). In case of RNPO, 1-2 % of nanoparticle was delivered to 
brain by intravenous administration, while no uptake into blood stream was observed via oral 
administration. When focused ultrasound was employed along with intravenous administration, 
accumulation tendency increased one order of magnitude higher.  In case of RNPN, almost the same 
tendency was observed vie intravenous administration. It is interesting to note that 5-7% of nanoparticle 
was absorbed in blood stream and a part of them was delivered in brain via oral administration of RNPN. 
Oral administration of RNPN to Alzheimer’s disease model mouse worked effectively.  Actually, the 
condition of a disease recovered almost completely by 4 weeks via oral administration of RNPN.  
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１．研究開始当初の背景 
 脳梗塞、脳腫瘍のような脳血管疾患による
死者は国内で年間 13 万人に及び、死因の第 3
位、寝たきりの原因の 4 割、疾患別医療費で
は第 1 位、高齢化とともに今後も増加傾向に
ある。アルツハイマーやパーキンソン病など
は直接の死因では無いものの、脳血管疾患を
起こす重要な原因の一つにもなっている。さ
らに近年自殺者は 3 万人を超え、これらも大
きな社会問題になっている。このように、脳
疾患に対する薬物治療効果を上げることは
極めて重要であるものの、血液脳関門(BBB)
による薬物汲み出しや細胞間タイトジャン
クションは薬物の脳への侵入を阻止し、これ
が効率的治療を困難にしている。申請者はナ
ノ粒子を利用することにより、通常入りにく
いとされる薬剤耐性がん細胞に薬物を入れ
ることに成功した。本研究ではさらにハード
ルの高い脳内へナノ粒子を運ぶことを目的
とし、挑戦的萌芽研究にアプローチする。本
研究が達成できれば、様々な薬を脳内に運ぶ
ことが期待できる。 
 
２．研究の目的 
 脳梗塞、脳腫瘍のような脳血管疾患による死
者は国内で年間 13 万人に及び、死因の第 3 位、
寝たきりの原因の 4 割、疾患別医療費では第 1
位、高齢化とともに今後も増加傾向にある。ア
ルツハイマーやパーキンソン病などは直接の
死因では無ものの、脳血管疾患を起こす重要な
原因の一つにもなっている。さらに近年自殺者
は 3 万人を超え、これらも大きな社会問題にな
っている。このように、脳疾患に対する薬物治
療効果を上げることは極めて重要であるもの
の、脳の薬物治療に関しては向神経薬やラジカ
ルスカベンジャー、エダラボンなど、いわばた
またま脳に入ることがわかったものにすぎず、
血液脳関門(BBB)による薬物汲み出しや細胞間
タイトジャンクションが薬物の脳への侵入を
阻止し、これが効率的治療を困難にしている。
このようにハードルの高い脳内へ薬物を自由
に運ぶことができれば脳薬物治療を飛躍的に
発展させることが期待される。申請は最近ナノ
粒子を利用することにより、通常入りにくいと
される薬剤耐性がん細胞に薬物を入れること
に成功した(J.Mat.Chem., 17: 3720-3725 (2007).)。
これは細胞膜近傍に働く P糖たんぱくによる薬
物汲み出し機構をナノ粒子が妨げた結果、細胞
内部にナノ粒子が運ばれ、そこで薬物が放出さ
れるためと考えられる。本研究では様々なナノ
粒子を設計し、その構造的特徴と脳への取り込
みを汲み出し糖たんぱく機構を含む様々な観
点で検討し、ナノ粒子の脳内への取り込みにチ
ャレンジする。この研究が達成できれば、様々
な薬を脳内に運ぶことが期待できる。本研究で
は申請者らがこれまで検討を進めてきたナノ
粒子を利用し、下記のように検討を行った。 
(1)ナノ粒子のデザイン 
pH 低下で崩壊するナノ粒子 RNPNおよび崩壊
しないナノ粒子 RNPOの合成 
(2)評価モデル系の構築と評価 
脳梗塞、脳腫瘍、アルツハイマー病などの疾
患モデルマウスの作製。 
(3)取り込み評価 
作製した細動物を用い、取り込み評価を行う。
とくに動物において静脈投与、経口、経鼻投
与法によるナノ粒子の取り込み評価を行った。
また、集束超音波によるナノ粒子の脳への取
り込み評価を行った。 
 取り込み評価に際しては、RI による動態評
価だけでなく、共焦点蛍光顕微鏡を利用し、
脳血流と浸み出しの二重染色法を構築し、評
価を行った。 
 
３．研究の方法 
ナノ粒子の脳内への取り込みを検討する上で、
ナノ粒子の創り込みと in vivo による取り込み
評価が重要なポイントである。具体的には①pH
に応答するおよび応答しない 40nm 程度のナノ
粒子を作成した。②作成したナノ粒子を用い、
静脈投与、経口、経鼻投与を行った。③脳梗塞、
脳腫瘍、アルツハイマー病の疾患モデルマウス
を作成し、取り込み評価を行った。④集束超音
波による BBB の影響と脳への取り込み評価を
行った。 
(1) pH 応答性、非応答性ナノ粒子の設計：水溶
性ポリエチレングリコールと疎水性ポリクロ
ロメチルスチレンからなるブロック共重合体
を合成した(PEG-b-PCMS)。クロロメチル基に
4-アミノ-2,2,6,6-テトラメチルサイズピペリ
ジン 1-オキシル(4-アミノ TEMPO)を導入し、
PEG-b-ポリ[4-(2,2,6,6-テトラメチルピペリジ
ン -1- オ キ シ ル ) ア ミ ノ メ チ ル ス チ レ
ン](PEG-b-PMNT)を合成した。また 4-アミノ
TEMPOの代わりに4-ヒドロキシTEMPOを用
い、PEG-b-ポリ[4-(2,2,6,6-テトラメチルピペリ
ジン -1- オキシル ) オキシメチルスチレ
ン](PEG-b-PMNOT)を合成した。これらのブロ
ック共から透析法によりナノ粒子(それぞれ
RNPN、RNPOと略記する) 
(2) 動物への投与：静脈、経口、経鼻投与法に
よるナノ粒子の取り込み評価を行なった。ICR
マウスを中心に検討を進めたが、脳梗塞や脳
腫瘍モデルではラットを利用した。 
(3) 疾患モデル動物の作成：脳梗塞再灌流モデ
ルラット、脳出血モデルラット、脳腫瘍モデ
ルラットを作成した。アルツハイマーモデル
マウスは市販の SAMOP8 を用いる。脳梗塞再
灌流モデルは雄性 SD ラットの一過性中大脳
動脈閉塞により作製し(Brain Res. 979, 188-193 
(2003))、ナノ粒子薬剤を虚血再潅流 30 分後に
投与した。脳出血モデルラットは 1.1MHz の
集束超音波を左脳にあて、エバンスブルーお
よび超音波イメージングで出血を確認した。
脳腫瘍モデルラットは頭蓋骨内部の大脳表面
に腫瘍細胞を注入し、 脳腫瘍モデルを作成し
た。 
(4) 脳への取り込み評価：正常 ICR マウスおよ
び疾患モデル動物へナノ粒子薬剤を投与する。
この場合、疾患モデル作製時間と投与タイミ
ングの評価が重要である。アルツハイマーに
おいては Morris 型迷水路試験により、脳梗塞
モデルにおいてはドップラー型血流計におい
てそれぞれ疾患モデル形成の評価を行う。ま
た脳腫瘍モデルおよび脳出血もでるは超音波
イメージングにより評価を行った。これらの
透過性に関しては RI を中心に、ラジカルスピ
ントラップ剤を用い、電子スピン共鳴(ESR)
によっても検討を行なった。 
(5) 外部刺激による取り込み法の検討：収束超
音波による取り込み向上の評価を行なった。
様々な超音波強度での取り込みをESRを用い
て評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 粒径測定と物理化学的評価:作成したナノ粒
子 RNPN および RNPO の粒径は中性条件下で
40nm 程度であった。RNPO は pH 変化にかか
わらず変化しなかったものの、RNPNは pH=7
以下で光散乱強度が低下し、崩壊しているこ
とが確認された。 
(2) 動脈投与:作成した 2 種のナノ粒子をマウス
尾静脈から投与し、脳への集積を確認した。
集積は ESR によって行うとともに、125I ラベ
ル化し、RI によっても評価した。この実験で
は両粒子とも投与量の 1〜2％が脳へ集積する
ことが確認された。また、脳梗塞再灌流モデ
ルラットでは蛍光ラベルした RNPN を投与し
たところ、梗塞部位以外への取り込みも見ら
れ、BBB が弛緩していることが確認された。 
(3) 経口投与:RNPNおよびRNPOの経口投与試験
を行った。RNPOは全く血中に取り込まれない
ため、脳に到達しなかった。一方で RNPN は
投与量の５〜7％が血中に取り込まれること
が確認された。また、血中では 24 時間以上滞
留していた。これは胃で RNPN が崩壊したの
ち、小腸から吸収され、血流にのるものの、
ポリカチオンであるため、血中のタンパク質
等に結合して循環するため長時間滞留が達成
されたものと考えられる。また、脳には 1%程
度取り込まれていることが確認された。 
(4) ナノ粒子治療:血中投与で脳への送達が確認
されたため、脳梗塞再灌流モデル、脳出血モ
デルに対する検討を静脈注射にて行った。脳
梗塞再灌流では再灌流後に大量の活性酸素が
生成し，これが脳のダメージを拡大すること
が知られている。RNPNはニトロキシドラジカ
ルが活性酸素を消去するため、この投与を行
ったところ、梗塞サイズが半分になり、効果
的に機能していることが確認された。また、
脳出血は出血部位で食細胞等が活性酸素を産
生し、障害を拡大する。そこで脳出血モデル
に RNPNを投与したところ、未投与では 24 時
間後にも出血痕が見られるものの、投与群で
は 24 時間後には出血が見られず、極めて効果
的であった。このように我々のナノ粒子は脳
梗塞時の血栓溶解治療において、再灌流障害
抑制とともに出血事故に伴う障害緩和にも効
果的な新しいナノ治療薬として期待できる。 
 一方、経口投与 RNPN は慢性疾患に対する
効果が期待できるため、アルツハイマーモデ
ルラットでの評価を行った。SAMP8 マウス
による行動実験の結果、4 週間の投与で認識
力が正常マウスと同等となり、神経細胞の回
復も認められた。このように我々のナノ粒子
は慢性疾患にも利用可能で、特に効果的薬剤
のないアルツハイマー病に対しても高い効
果があることが確認され、新しいナノ治療薬
として期待できる 
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